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RESUMO 
 
 
Introdução: As rupturas do tendão do calcâneo podem perdurar meses 
para cicatrizarem-se e resultam em um tecido com menor qualidade. A 
estimulação elétrica nervosa transcutânea (TENS) possivelmente favorece a 
sua cicatrização, pois libera neuropeptídeos e desencadeia um processo de 
reparo tecidual. Objetivo: Avaliar a influência da TENS na cicatrização da 
lesão parcial do tendão do calcâneo em ratos. Métodos: Foram utilizados 
60 ratos (Wistar-EPM1), submetidos à lesão parcial do tendão do calcâneo 
por meio de um impacto direto e distribuídos em 6 grupos, conforme o 
tratamento (TENS ou Simulação) e período de avaliação (7, 14, e 21 dia 
após a lesão). A TENS foi utilizada no modo Burst, por 6 dias 
consecutivos, com frequência de 100 Hz, modulada a 2 Hz, duração do 
pulso de 200 µs, duração do trens de pulso de 300 ms e intensidade abaixo 
do limiar motor, durante 30 minutos. Foram realizadas análises de 
morfometria para quantificação de mastócitos e vasos sanguíneos, diâmetro 
dos vasos sanguíneos, birrefringência para o alinhamento das fibras de 
colágeno e imunohistoquímica para quantificação de colágeno tipos I e III. 
Resultados: O Grupo TENS apresentou menor alinhamento das fibras de 
colágeno (p=0,001), menor quantidade de colágeno tipo III (p=0,001), em 
todos os períodos avaliados, e tipo I (p=0,033), em 14 dias após a lesão, 
comparado ao Grupo Simulação. Conclusão: A TENS prejudicou o 
alinhamento das fibras de colágeno e reduziu a quantidade de colágeno 
tipos I e III durante a cicatrização da lesão parcial do tendão do calcâneo 
em ratos. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
O tendão do calcâneo é o tendão mais espesso e forte do corpo 
humano, no entanto, é um dos que apresentam maior frequência de rupturas 
(GOEL et al., 2009), atingindo cerca de 18 entre 100.000 pessoas a cada 
ano (METZL, AHMD, LEVINE, 2008). Esta lesão tem predominância no 
gênero masculino entre 30 e 40 anos de idade, praticantes de atividades 
esportivas intermitentemente (KHAN et al., 2004; HESS, 2010). 
O tendão do calcâneo possui uma área de menor vascularização e 
consequente menor proteção, localizada entre 2 a 6 cm de distância de sua 
inserção no osso calcâneo, onde geralmente ocorre a ruptura (MATUS-
JIMÉNEZ & ÁVALOS, 2007; HESS, 2010). Esta lesão ocorre com 
possível existência de uma degeneração prévia (MAFFULLI, WONG, 
ALMEKINDERS, 2003; SHARMA & MAFFULLI, 2005) e pode ser 
acompanhada por alterações histológicas, como a composição do tipo de 
colágeno, passando a predominar fibras do tipo III, com força inferior às 
fibras do tipo I, e com orientação anormal de suas fibras (MATUS-
JIMÉNEZ & ÁVALOS, 2007). 
Após a ruptura, o tendão possui uma capacidade de cicatrização 
espontânea lenta, devido sua baixa taxa metabólica (SHARMA & 
MAFFULLI, 2005). Este processo pode perdurar por meses (STEHNO-
BITTEL et al., 1998; ENWEMEKA & REDDY, 2000) e resultar em um 
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tendão com qualidade inferior a um tendão normal (CHAN, FUNG, NG, 
2007).  
Contudo, a cicatrização e o restabelecimento morfofuncional dos 
tendões não dependem somente de fatores intrínsecos, como a 
vascularização local, mas também de fatores extrínsecos, como o regime de 
reabilitação empregado (BERETTA et al., 2009). Estudos experimentais 
recentes mostram efeitos benéficos de alguns recursos eletrofísicos na 
cicatrização tendínea, como a terapia com laser de baixa intensidade 
(SALATE et al., 2005; NEVES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009), 
tratamento com ultrassom (GUM et al., 1997; WOOD et al., 2010), campos 
eletromagnéticos (STRAUCH et al., 2006) e estimulação elétrica 
(SNYDER, WILENSKY, FORTIN, 2002; BERETTA et al., 2009). 
Dentre estes recursos, a Estimulação Elétrica Nervosa Transcutânea 
(TENS) pode ser destacada como um método não invasivo, de baixo custo 
e fácil manuseio, amplamente utilizado no tratamento de dores agudas e 
crônicas (SLUKA & WALSH, 2003; KHADILKAR et al., 2013). Além de 
modular a percepção da dor, a TENS tem influência sobre o fluxo 
sanguíneo local (WIKSTRÖM et al., 1999; CRAMP et al., 2000), efeitos 
na cicatrização de feridas (KHALIL, MERHI, 2000) e redução na área de 
necrose em retalhos cutâneos isquêmicos (LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 
2006; RUSSO et al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008). 
Esses efeitos vasculares e cicatriciais provavelmente ocorrem em 
razão da estimulação de fibras nociceptivas tipos A-delta e C, presentes 
também no tecido tendíneo, que sinalizam a dor ao sistema nervoso central, 
mas também conduzem um reflexo para terminações nervosas periféricas, 
estimulando a liberação de neuropeptídeos (KALIL-GASPAR, 2003). 
Estes, por sua vez, são mediadores neurais com efeitos pró-inflamatórios 
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capazes de estimular a reparação de um dano tecidual (ACKERMANN, 
AHMED, KREICBERG, 2002), como a Substancia P (SP) e o Peptídeo 
Relacionado com Gene da Calcitonina (CGRP).  
A SP e o CGRP promovem a vasodilatação, participam na regulação 
da angiogênese, proliferação de fibroblastos, síntese de citocinas e fatores 
de crescimento (KHALIL & HELME, 1996; ACKERMANN, AHMED, 
KREICBERG, 2002; KALIL-GASPAR 2003), e na proliferação e 
degranulação de mastócitos (KULKA et al., 2007). Além disso, estão 
relacionados à melhora no alinhamento das fibras de colágeno 
(BURSSENS et al., 2005
(b)
), maior absorção de energia e maior resistência 
à tração máxima no tendão durante a cicatrização (STEYAERT et al., 
2006).  
Com o intuito de estimular estas fibras nociceptivas, alguns autores 
conseguiram demonstrar efeitos favoráveis à cicatrização tendínea a partir 
do uso da TENS (BURSSENS et al., 2003; BURSSENS et al., 2005
(a)
); 
contudo, a literatura é escassa em relação às alterações histológicas que 
esta modalidade pode provocar durante este processo. Desta forma, o 
presente estudo se propõe a analisar a influência da TENS sobre aspectos 
histológicos do processo de cicatrização tendínea. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVO  
O b j e t i v o │ 5 
_____________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
2. OBJETIVO 
 
 
 
 
Avaliar a influência da Estimulação Elétrica Nervosa 
Transcutânea na cicatrização da lesão parcial do tendão do 
calcâneo em ratos. 
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3. LITERATURA 
 
 
Diante da escassez de estudos sobre o uso da Estimulação Elétrica 
Nervosa Transcutânea (TENS) na cicatrização tendínea, neste capítulo 
serão abordados estudos de primeira (subcapítulo 3.1) e segunda ordem 
(subcapítulo 3.2), com estudos que envolvem o uso da TENS na 
cicatrização tendínea e o uso de outros recursos eletroterapêuticos na 
cicatrização deste tecido, respectivamente. 
 
 
3.1. TENS NA CICATRIZAÇÃO TENDÍNEA  
 
 
 BURSSENS et al. (2003) estudaram os efeitos da estimulação 
elétrica nervosa transcutânea (TENS) na cicatrização tendínea em 
humanos. Participaram do estudo 15 homens e 5 mulheres que, após a 
ruptura aguda do tendão do calcâneo, foram submetidos à tenorrafia 
cirúrgica, seguida de imobilização, e foram aleatorizados em 2 grupos 
(estimulação e controle). Os parâmetros utilizados no grupo estimulação 
foram: duração de trens de pulso de 300 ms, frequência interna de 100 Hz, 
frequência burst de 2 Hz e intensidade alta, sem provocar contrações 
musculares, por um tempo de 30 minutos, durante 5 dias na semana 
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(apenas na segunda e terceira semana de pós-operatório). As análises 
histológicas de biópsias realizadas durante a cirurgia e na sexta semana de 
pós-operatório apontaram o grupo estimulação com maior quantidade de 
fibroblastos, mas com apenas uma tendência à maior velocidade de 
cicatrização, comparado ao grupo controle. Diante da ausência de um real 
efeito em relação à velocidade da cicatrização no grupo estimulação, os 
autores concluíram que os melhores resultados neste grupo possivelmente 
não ocorreram devido à liberação de Substancia P (SP) e Peptídio 
Relacionado com o Gene da Calcitonina (CGRP). 
 
 
BURSSENS et al. (2005)
(a)
 estudaram os efeitos do TENS na 
cicatrização tendínea em homens, por meio das amostras colhidas dos 
pacientes de BURSSENS et al. (2003) durante a cirurgia para tenorrafia e 
na sexta semana de pós-operatório; neste estudo, foi avaliada a formação de 
colágeno, através da coloração Movat’s pentachrome, e observaram que na 
sexta semana de pós operatório os pacientes do grupo estimulação 
apresentaram maior deposição de colágeno recém-formado por área, além 
de maturação e organização mais rápidas das fibrilas de colágeno, 
comparado ao grupo controle. Os autores afirmaram que para compreender 
a função de neuropeptídeos na cicatrização de tendões é necessária a 
realização de outros estudos. 
 
 
ARAÚJO et al. (2007) compararam os efeitos da terapia com 
ultrassom (UST), da TENS e da terapia com laser de baixa intensidade 
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(LLLT) na cicatrização do tendão do calcâneo em ratos. Para isso, 
utilizaram 28 animais, que foram submetidos à tenotomia e tenorrafia do 
tendão do calcâneo, seguida de imobilização, e foram randomizados em 4 
grupos: Controle; LLLT – com aplicação deste agente com densidade de 
energia de 4 J/cm², durante 90 segundos, em um único ponto no local da 
cicatriz; UST – com aplicação deste agente em frequência de 1 MHz, 
intensidade de 1 W/cm², modo pulsado com frequência de 100 Hz e ciclo 
ativo de 50%, durante 60 segundos, com uso de uma luva de látex cheia de 
água e gel condutor para melhorar a transmissão do som; e TENS – com 
aplicação de uma corrente pulsada bifásica simétrica retangular, com 
frequência de 50 Hz, duração do pulso de 100 µs e amplitude de 2 mA, em 
um nível sensorial. A imobilização do membro foi mantida durante três 
semanas e o tratamento, em todos os grupos, se deu de forma diária, cinco 
dias na semana, durante até cinco semanas. No 14º, 23º e 34º dias após a 
lesão foi realizada a avaliação histológica, na qual o grupo controle 
apresentou menor quantidade de capilares e fibroblastos, comparado aos 
demais grupos, sendo que o grupo TENS apresentou maior quantidade de 
capilares, em 14 dias após a lesão, e de fibroblastos, em 23 dias após a 
lesão, seguido de um decréscimo nos períodos seguintes. Os autores 
concluíram que a TENS acarretou um melhor efeito terapêutico, comparada 
a UST e LLLT. 
 
 
SHARIFI et al. (2007) avaliaram os efeitos da TENS em lesão grave 
dos tendões flexores superficiais em cavalos, quanto à concentração de 
hidroxiprolina, através de um método modificado de espectrofotometria. 
Utilizaram no estudo oito cavalos adultos e clinicamente saudáveis, que 
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foram submetidos à lesão na porção central dos tendões flexores 
superficiais dos membros posteriores e foram aleatorizados em dois grupos: 
grupo controle, no qual os animais não foram submetidos a qualquer 
tratamento, e grupo intervenção, no qual os animais foram submetidos a 
aplicações de TENS, com duração do pulso de 80 µs, amplitude entre      
2,8 mA e 0,6 mA e frequência de 100 Hz, por 10 minutos, durante 15 dias. 
As avaliações foram realizadas 60 dias após-lesão e revelaram maior 
conteúdo de hidroxiprolina no tendão submetido à estimulação, comparado 
ao grupo controle. Os autores concluíram que a aplicação da TENS é útil 
para reforçar a quantidade de hidroxiprolina em lesão grave dos tendões 
flexores superficiais de cavalos. 
 
 
SHARIFI, KAZEMI, VESHKINI (2008) estudaram os efeitos da 
TENS em lesão grave dos tendões flexores superficiais em cavalos, quanto 
à clínica, ultrassonografia, histomorfologia e bioquímia. Utilizaram no 
estudo oito cavalos adultos e clinicamente saudáveis, que foram 
submetidos à lesão na porção central dos tendões flexores superficiais dos 
membros posteriores e foram aleatorizados em dois grupos: grupo controle, 
no qual os animais não foram submetidos a qualquer tratamento, e grupo 
intervenção, no qual os animais foram submetidos a aplicações de TENS 
com uma duração do pulso de 80 μs e frequência de 100 Hz, por 10 
minutos, durante 14 dias. As avaliações por meio da ultrassonografia se 
deram nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 45 e 60 pós-lesão, e demonstraram um 
processo de cicatrização acelerado no grupo intervenção, comparado ao 
grupo controle; também foi observado melhora quanto à dor, edema, 
sensibilidade, calor e recuperação funcional, além de uma normalização 
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precoce da ecogenicidade no grupo intervenção, comparado ao grupo 
controle. Os autores afirmaram que os efeitos do TENS poderiam ser 
melhores observados com a inclusão de uma avaliação quantitativa da 
ecogenicidade do tendão. 
 
 
3.2. ELETROTERAPIA NA CICATRIZAÇÃO TENDÍNEA 
 
 
BARRY et al. (1994) estudaram os efeitos da imobilização, seguida 
de estimulação elétrica, na cicatrização do tendão do calcâneo em coelhos. 
Utilizaram no estudo 48 animais, que foram submetidos à tenotomia do 
tendão do calcâneo e distribuídos em 6 grupos: A – reparo natural por 14 
dias; B – reparo natural por 28 dias; C – membro imobilizado após a 
cirurgia até 14º dia pós-operatório (PO); D – membro imobilizado após a 
cirurgia até 14º dia PO, mais 14 dias sem imobilização; E – membro 
imobilizado após a cirurgia até 14º dia PO, mais 14 dias sem imobilização e 
com estimulação elétrica (duração de pulso de 0,3 ms, frequência de 10 Hz 
e intensidade de 1 – 10 mA, durante 8 horas ao dia) por meio de eletrodos 
implantados, suturados na fáscia do músculo sóleo. As avaliações se deram 
em 14 ou 28 dias PO, de acordo com o grupo a qual o animal fora alocado, 
e apontaram que, assim como os grupos que receberam imobilização, os 
grupos não imobilizados apresentaram perda de massa muscular, contudo, a 
utilização da eletroestimulação reduziu este efeito; a imobilização do 
membro reduziu a quantidade de fibras musculares e alterou a composição 
destas (predominando fibras tipo IIC), contudo, a estimulação elétrica 
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melhorou este quadro, levando a uma proporção maior de fibras oxidativas 
(tipo I). Os autores concluíram que, se a imobilização é necessária, a 
estimulação elétrica pode acelerar a normalização das propriedades 
morfológicas e fisiológicas do músculo. 
 
 
GUM et al. (1997) estudaram os efeitos da combinação da terapia 
com laser, ultrassom de baixa intensidade e estimulação elétrica na 
cicatrização do tendão do calcâneo em coelhos. Foram utilizados 63 
animais, submetidos à tenotomia e tenorrafia do tendão do calcâneo, 
seguida de imobilização, que foram randomizados em 2 grupos: controle e 
intervenção. A intervenção se deu com a combinação da aplicação de laser 
(arseneto de gálio, com comprimento de onda de 904 nm e densidade de 
energia de 1,0 J/cm²) do 1º ao 14º dia PO, aplicação de ultrassom 
(frequência de 1 MHz e intensidade de 0,5 W/cm², aplicador com área de   
1 cm², durante 5 minutos) do 1º ao 14º dia PO, e aplicação de corrente 
galvânica pulsada (tempo de subida ao pico de 3 segundos, frequência de 
120 Hz e ciclo ativo de 40%, durante 20 minutos) no músculo tríceps sural, 
do 1º ao 5º dia PO. No 15º dia PO a imobilização foi removida e as 
avaliações foram realizadas, demonstrando aumento na produção de 
colágeno, a partir da intervenção, mas sem diferenças relevantes quanto à 
morfologia e biomecânica do tecido. Os autores concluíram que a terapia 
com laser, ultrassom e estimulação elétrica aumentou a síntese de colágeno, 
mas a estimulação elétrica pode ter gerado um alto nível de estresse que 
inibiu os efeitos das outras modalidades. 
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REDDY et al. (1998) estudaram os efeitos da combinação da terapia 
com laser e estimulação elétrica na cicatrização do tendão do calcâneo em 
coelhos. Utilizaram 54 animais, que foram submetidos à tenotomia e 
tenorrafia do tendão do calcâneo, e randomizados em 2 grupos: grupo 
controle, no qual os animais não foram submetidos a qualquer tratamento; e 
grupo intervenção, no qual os animais receberam aplicações de laser (hélio 
neônio, com densidade de energia de 1,0 J/cm²) do 1º ao 14º dia PO, e 
aplicações de corrente galvânica pulsada no músculo tríceps sural (tempo 
de subida ao pico de 3 segundos, frequência de 120 pulsos/s e ciclo ativo de 
40%, durante 20 minutos) do 1º ao 5º PO. A avaliação dos tendões ocorreu 
2 semanas PO, demonstrando maior produção de colágeno no grupo 
intervenção, com menor quantidade de ligações cruzadas por colágeno. 
Não foram observadas diferenças quando aos aspectos ultraestruturais, e os 
testes biomecânicos indicaram pequenas alterações na carga máxima, 
estresse e força de tensão favorecendo o grupo intervenção. De acordo com 
os resultados e comparando com outros estudos, os autores concluíram que 
a terapia com laser e a estimulação elétrica acarretam mais benefícios 
quando utilizadas de forma individual. 
 
 
CHAPMAN-JONES & HILL (2002) avaliaram os efeitos da 
aplicação de microcorrentes na tendinopatia crônica do tendão do calcâneo 
em humanos. Participaram do estudo 48 indivíduos, de ambos os sexos, 
com no mínimo 3 meses de história de dor, rigidez ou limitação funcional 
por tendinopatia do tendão do calcâneo, que foram randomizados em 2 
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grupos: A – indivíduos receberam tratamento convencional, que variou de 
acordo com o médico; B – indivíduos receberam estimulação elétrica 
diariamente, por meio de dois eletrodos (medial e lateral ao tendão) que 
transmitiram corrente positiva de 40 mA, com forma de onda quadrada, 
frequência de 10 Hz, por 30 minutos, durante 14 dias. Os indivíduos de 
ambos os grupos realizaram um regime de exercícios excêntrico e 
alongamento e foram avaliados clinicamente em intervalos de três meses, 
durante um ano. Após 1 ano, o grupo B apresentou resultados melhores 
quanto a dor, rigidez e avaliação geral. Desta forma, os autores concluíram 
que a aplicação adequada de microcorrentes pode contribuir clinicamente 
no tratamento das tendinopatias do tendão do calcâneo. 
 
 
CHAN, FUNG, NG (2007) buscaram determinar a influencia da 
estimulação elétrica de baixa voltagem (LVMAS) no reparo do tendão do 
calcâneo em ratos, quanto à força mecânica. Utilizaram, no estudo, 14 
animais, que foram submetidos à tenotomia da banda medial do tendão do 
calcâneo e randomizados em grupo LVMAS e grupo simulação. A partir do 
6º dia após a lesão, em ambos os grupos, os eletrodos foram posicionados 
sobre o tendão lesionado (ânodo) e sobre a panturrilha (cátodo) por 30 
minutos, diariamente, durante 6 dias na semana. Contudo, o grupo LVMAS 
recebeu estimulação elétrica com ondas bifásicas assimétricas quadradas, 
com frequência de 10 pulsos/s, voltagem de 2.5 V e densidade da corrente 
de 100 µA/cm², enquanto o grupo controle manteve o gerador de corrente 
desligado durante a terapia. A avaliação dos tendões ocorreu 31 dias após a 
lesão, a qual detectou força máxima de tensão superior no grupo LVMAS, 
comparado ao grupo controle; desta forma, os autores concluíram que a 
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aplicação diária de estimulação de baixa voltagem favorece a cicatrização 
tendínea. 
 
 
BERETTA et al. (2009) avaliaram os efeitos da TENS com corrente 
alternada quanto à macroscopia, morfologia da resposta cicatricial e 
quantidade de fibras colágenas na região cicatricial do tendão do músculo 
gastrocnêmio em coelhos após tenotomia e tenorrafia cirúrgica. Foram 
utilizados 24 animais, distribuídos em 4 grupos que receberam aplicações 
de corrente alternada no membro pélvico direito, em uma frequência de 
100 Hz e intensidade de 2 mA, durante 6 minutos, mantendo o membro 
contralateral como controle. Os grupos se diferenciavam de acordo com o 
período de avaliação do tendão, que ocorreu no 7º (grupo I), 15º (grupo II), 
21º (grupo III) e 30º (grupo IV) dia de PO. Tais avaliações apontaram um 
similaridade entre o membro tratado e o controle, indicando que a terapia 
não apresentou eficácia. Os autores sugeriram a realização de mais estudos, 
com técnicas mais invasivas ou tempo maior de estimulação, para obtenção 
de conclusões mais precisas sobre a estimulação com corrente alternada. 
 
 
FREITAS et al. (2010) estudaram os efeitos da eletroacupuntura no 
reparo do tendão do calcâneo em coelhos. Foram utilizados 36 animais, que 
tiveram este tendão seccionado, receberam enxerto de peritônio bovino 
após 30 dias, seguido de imobilização da articulação tibiotarsica por 30 
dias, e foram distribuídos em 3 grupos: grupo E10 (estimulação do 2º ao 
11° dia PO), grupo E20 (estimulação do 11° ao 31º dia PO) e grupo 
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controle (sem estimulação). A estimulação se deu por meio da aplicação de 
agulhas no membro operado, que transmitira uma corrente pulsada, com 
frequência de 30 Hz e intensidade de 4 a 6 mA, por 20 minutos. 
Posteriormente, cada grupo foi subdividido para avaliação em 11, 31 e 91 
dias PO. Aos 11 dias PO, observou-se no grupo E10 maior quantidade de 
vasos sanguíneos e de tecido de granulação e menor aderência do tendão 
aos tecidos circunvizinhos; no 31° dia PO, notou-se tecido de granulação 
maduro e menor quantidade de células inflamatórias no grupo E10; e aos 
91 dias PO, este grupo apresentou tecido conjuntivo mais organizado, 
enquanto o grupo E20 apresentou moderada quantidade de células 
inflamatórias e vascularização. Os autores concluíram que a 
eletroacupuntura estimula a maturação cicatricial na fase inicial do reparo 
tendíneo e sua utilização na fase tardia pode prejudicar este processo. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MÉTODOS  
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4. MÉTODOS 
 
 
4.1. DESENHO DE PESQUISA 
 
 
Estudo primário, intervencional, experimental, longitudinal, 
prospectivo, analítico, controlado, randomizado, simples cego e aprovado 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo – 
Escola Paulista de Medicina (Unifesp – EPM) sob o número de registro 
0591/11 (Apêndice I). 
 
 
4.2. AMOSTRA 
 
 
Foram utilizados 60 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus: var. 
albinus, Rodentia, Mammalia), da linhagem EPM-1, adultos, com massa 
corpórea entre 260 e 320 g (Apêndice 2), provenientes do Biotério Central 
do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimenrais (Cedeme) da 
Unifesp. 
Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratório de 
Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia, pela Disciplina de 
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Cirurgia Plástica (Departamento de Cirurgia) da Unifesp; e os animais 
foram mantidos no Bioterio da mesma disciplina e instituição, em gaiolas, 
de forma individual, com ciclo claro/escuro de 12 horas, em temperatura 
ambiente de 22 °C, recebendo ração própria comum e água ad libitum, 
conforme preconizado pelo Conselho Nacional de Controle de 
Experimentação Animal (CONCEA) e Sociedade Brasileira de Ciência em 
Animais de Laboratório/Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 
(SBCAL/COBEA) Lei 11794/2008. 
 
 
4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
 
Os animais tiveram sua massa corpórea aferida e, após a anestesia, 
foram submetidos à lesão parcial do tendão calcâneo direito, por meio de 
um impacto direto; em seguida, os animais foram distribuídos de forma 
aleatória, através do endereço elerônico www.randomization.com, com 
sigilo e alocação por meio de envelopes opacos e selados, em dois grupos 
de 30 animais cada, que se diferenciavam de acordo com tipo de conduta à 
lesão, seja a aplicação da Estimulação Elétrica Nervosa Transcutânea 
(TENS) ou simulação desta; os grupos foram subdivididos de acordo com o 
período de avaliação da amostra (7, 14 e 21 dias após a lesão) (Figura 1). 
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Figura 1: Fluxograma sobre o delineamento experimental do estudo. 
Os 60 ratos, após a lesão parcial do tendão do calcâneo, foram distribuídos 
aleatoriamente em 2 grupos, de acordo com a conduta à lesão (aplicação da TENS ou 
simulação desta). Cada grupo foi distribuído aleatoriamente em 3 subgrupos, de 
acordo com o período de avaliação  da amostra (7, 14 e 21 dias após a lesão). 
 
 
4.4. PROCEDIMENTOS 
 
 
4.4.1. Lesão 
 
 
Os animais tiveram sua massa corpórea aferida e foram anestesiados 
com injeção intraperitoneal de 1 cm³/kg de cloridrato de ketamina 
(Dopalen
®
) (Anexo1) e 0,5 cm³/kg de cloridrato de xilazina (Anasedam
®
) 
(Anexo2). Realizou-se a epilação por tração manual dos pelos do dorso e 
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ao redor do tendão do calcâneo do membro pélvico direito do animal, o 
qual foi posicionado no lesionador aplicando uma leve tração na região 
calcanear direita, com o tornozelo em dorsiflexão, até o momento em que o 
dorso do membro pélvico do rato entrou em contato com o lesionador 
(Figura 2). Após 5 segundos, soltou-se uma placa metálica com massa de 
186 g perpendicularmente, a uma altura de 20 cm, sobre o tendão do 
calcâneo gerando uma energia potencial de queda de 364,9 mJ (SALATE 
et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; WOOD et al., 2010) e ocasionando a 
lesão parcial deste tendão. 
 
 
 
Figura 2: Posicionamento do animal 
no lesionador. 
(a) Aplicação de leve tração na região 
calcanear e (b) placa metálica com 
massa de 186 g, em uma altura de 20 cm. 
 
a 
b 
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Dois segundos após a queda, o animal foi retirado do lesionador, 
posiciou-se os eletrodos e iniciou-se a primeira sessão de aplicação ou 
simulação da TENS. Após a conduta, o animal foi recolocado em sua 
gaiola, observado até o término do efeito anestésico e recebeu diariamente 
0,05 cm³/kg de cloridrato de tramadol via oral, como analgésico. 
 
 
4.4.2. Equipamentos 
 
 
Utilizou-se um aparelho de TENS da marca Orion Tens
®
 (Orion 
Aparelhos para Fisioterapia LTDA; número de série 00849) (Figura 3), que 
transmitiu uma corrente pulsada bifásica simétrica retangular por meio de 
dois eletrodos de borracha de silicone com gel condutor (polímero 
carboxivinílico) entre as superfícies de contato do eletrodo e da pele. Os 
eletrodos utilizados possuem a dimensão de 5,5 cm X 3,2 cm, posicionado 
no dorso do animal, e 3,2 cm X 1,8 cm, posicionado sobre o tendão do 
calcâneo. 
O aparelho de TENS foi aferido e calibrado com um osciloscópio 
digital ao início do experimento, no Laboratório de Engenharia Elétrica da 
Universidade Paulista (UNIP). Para cada pulso do dispositivo, pico a pico 
de tensão foi mensurada, através de um resistor de 1 quilo-ohm (kΩ), para 
calcular a amplitude da corrente em mA.  
 
M é t o d o s │ 23 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
Figura 3: Equipamento de TENS utilizado. 
Equipamento de TENS utilizado com (a) visor digital, 
botões para (b) selecionar e (c) alterar os parâmetros 
da estimulação, (d) botão para selecionar o modo da 
estimulação e (e) botão para dar início à estimulação.  
 
 
4.4.3. Protocolo de Aplicação da TENS 
 
 
A aplicação ou simulação da TENS teve inicio no 1º minuto após a 
lesão. Inicialmente, os eletrodos foram posicionados no dorso do animal, a 
partir da margem superior das escápulas, fixado por uma faixa elástica com 
fita autoadesiva de duas faces (Velcro®) nas extremidades, e no membro 
pélvico direito, sobre o tendão do calcâneo, fixado por Velcro
®
 de 4 cm X 
1,5 cm. O membro pélvico direito foi fixado com leve tração em 
dorsiflexão com fita crepe (Figura 4).  
 
 
a 
b c d 
e 
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Figura 4: Posicionamento do animal para a 
aplicação ou simulação da TENS. 
Eletrodos posicionados (A) no dorso do animal, 
fixado por uma faixa elástica, e (B) sobre o 
tendão do calcâneo, fixado por Velcro
®
. 
 
 
Em todos os grupos, os animais foram anestesiados previamente à 
aplicação da TENS, que se deu de acordo com o grupo correspondente: 
 Grupo TENS 7, 14 e 21 (GT7, GT14 e GT21): Os animais foram 
submetidos à intervenção com TENS, no modo Burst, com 
frequência de 100 Hz, modulada a uma frequência de 2 Hz, duração 
do pulso de 200 µs e duração de trens de pulso de 300 µs, durante 
30 minutos. A intensidade foi ajustada de acordo com cada animal, 
de forma que era elevada até a visualização de leve contração 
muscular e, então, reduzida até não se observar mais a contração, 
mantendo-a logo abaixo do limiar motor (Apêndice 3). A 
intervenção foi realizada durante seis dias consecutivos e a avaliação 
A 
B 
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tecidual do tendão dos animais ocorreu no 7°, 14° e 21° dia para o 
GT7, GT14 e GT21, respectivamente. 
 Grupo Simulação 7, 14 e 21 (GS7, GS14 e GS21): Os eletrodos 
foram posicionados sobre o tendão do calcâneo e no dorso do 
animal, onde permaneceram por 30 minutos sem transmissão de 
corrente (com o equipamento desligado). O procedimento foi 
realizado por seis dias consecutivos e a avaliação tecidual do tendão 
dos animais ocorreu no 7°, 14° e 21° dia para o GS7, GS14 e GS21, 
respectivamente.  
Após a aplicação da TENS, ou sua simulação, a movimentação do 
membro pélvico dos animais permaneceu livre, sem qualquer imobilização, 
durante todo o período estudado. 
 
 
4.4.4. Preparação das amostras e análise de dados 
 
 
De acordo com seus respectivos grupos, os animais foram anestesiados 
no 7º, 14º ou 21° dia após a lesão e tiveram os tendões lesionados retirados 
cirurgicamente por dissecção desde, da inserção calcanear até a junção 
musculotendínea. Em seguida, os animais foram submetidos à morte 
assistida indolor por meio de hiperdosagem anestésica, seguida de secção 
dos grandes vasos cervicais.  
Os tendões foram imediatamente lavados em solução salina a 0.9%, 
fixados em uma superfície de cortiça com alfinetes na junção osteotendínea 
e na junção musculotendínea, e foram imersos em um tubo coletor com 
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formol tamponado a 10% por 2 horas. Após este período, cada tendão foi 
retirado da cortiça, foi envolto em papel filtro, colocado dentro de uma 
caixa (cassete) e submetido a uma fixação em formol tamponado a 10% por 
24 horas, a fim de iniciar o preparo das lâminas histológicas. 
Após estas 24 horas, os tendões foram lavados em água corrente para 
serem desidratados em soluções crescentes de álcool etílico a 70% e 90% 
por uma hora em cada solução e mais 6 banhos de 1 hora cada na solução 
de alcool a 100%. Em seguida, os tendões foram diafanizados em solução 
de álcool/xilol 1:1 por 1 hora, e passaram por duas imersões, com duração 
de 1 hora cada, em xilol puro. 
Os tendões foram retirados do xilol e colocados imediatamente em 
parafina líquida (60°C), que após algumas horas, foi submetida a uma 
segunda parafina (Paraplast
®
). Após a segunda imersão de parafina as 
peças foram levadas a uma estufa a vácuo onde permaneceram por um 
período de 2 horas e, posteriormente, os blocos de parafina foram 
confeccionados para obtenção dos blocos histológicos. 
Os tendões inclusos nos blocos de parafina foram cortados 
longitudinalmente em cortes semi-seriados com 7 μm, para as análises de 
birrefringência, e 5 μm, para as demais análises, por meio de um 
micrótomo rotativo e montados em laminas histológicas sem cobertura por 
lamínulas e/ou coloração. 
Cada lâmina histológica foi montada com uma série de dois cortes 
consecutivos de cada tendão. Após serem montadas, todas as lâminas 
foram desparafinizadas e hidratadas novamente. No momento de todas as 
avaliações, as lâminas foram tomadas ao acaso, sendo classificadas por 
código, de modo a não se identificar a qual animal corresponde. 
M é t o d o s │ 27 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
a) Morfometria para avaliação dos vasos sanguíneos e mastócitos 
 
 
Confeccionou-se uma lâmina de cada amostra para coloração por 
hematoxilina e eosina (HE) para avaliação de vasos, e outra lâmina para 
coloração com azul de toluidina para quantificação dos mastócitos.  
Para a coloração por HE, as lâminas foram, inicialmente, 
desparafinizadas em xilol e hidratadas em banhos decrescentes de álcool 
100%, 95%. 80%, 70 % e água deionizada. Os cortes histológicos foram, 
então, mantidos por cinco minutos em hematoxilina de Harris, lavados em 
agua corrente e agua destilada, e foram mantidos por cinco minutos em 
Eosina. Em seguida, os cortes foram desidratados em banhos crescentes de 
álcool e clarificados em xilol.  
Para coloração por Azul de toluidina, as lâminas também foram 
desparafinizadas em xilol e hidratadas com o uso de concentrações 
decrescentes de álcool 100%, 95%. 80%, 70 % e água deionizada. 
Contudo, os cortes histológicos foram mantidos por 5 minutos em azul de 
toluidina diluído a 1% e, em seguida, foram desidratados em banhos 
crescentes de álcool e clarificados em xilol. 
Após a coloração, as lâminas foram montadas com bálsamo e 
lamínula para a realização da morfometria para avaliação dos vasos e 
quantificação dos mastócitos, por meio do método de contagem 
morfométrica. Esta mensuração foi realizada a partir de fotomicrografias de 
cada lâmina, por meio de um sistema de captura de imagem (AxioVisio
®
, 
Carl Zeiss
®
, Germany), que consiste em um microscópio de luz (Axiolab 
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Standard 2.0
®
, Carl Zeiss
®
, Germany) acoplado a uma câmera de alta 
resolução (Axio Cam
®
, Carl Zeiss
®
). A captura das imagens tinha saída 
diretamente para um programa de análise de imagens (AxioVisio
®
 
4.8REL), no computador. 
As fotomicrografias foram tiradas, com aumento de 400x (objetiva 
de 40x e ocular de 10x - área de 0,622 mm
2
/campo), de uma área da região 
central do tendão, seguindo de mais duas áreas em campos sequenciais, 
uma em direção à borda medial e outra em direção à borda lateral, 
totalizando três fotomicrografias de cada lâmina.  
A partir destas imagens capturadas, foi realizada a contagem de 
vasos e mastócitos individualizados por um pesquisador sem conhecimento 
sobre qual grupo as lâminas pertenciam.  
Os vasos foram definidos como agrupamentos de células endoteliais 
que determinam espaços luminais, independente da presença de hemácias. 
Células endoteliais isoladas, células estromais, macrófagos e outros 
elementos inflamatórios eventualmente corados de maneira inespecífica 
não foram contados.  
Ao final da contagem dos vasos, foi realizada a soma da quantidade 
de vasos encontrados nas imagens de cada animal e os resultados foram 
expressos como o número total de vasos em campos de maior densidade 
vascular, por campo de 400x. O mesmo foi realizado para avaliação de 
mastócitos. 
Além da contagem, foi realizada a análise do diâmetro dos vasos, 
com auxílio do programa de análise de imagens AxioVisio
®
 (versão 4.8), 
sendo calculada a média do diâmetro dos vasos encontrados nas imagens de 
cada animal (Apêndice 4 e Apêndice 5). 
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b) Medidas de Birrefrigência 
 
 
A análise das fibras de colágeno foi realizada utilizando a 
birrefringência de forma ou textural, por meio da microscopia de 
polarização. 
Para a efetivação da análise de birrefringência, as lâminas 
histológicas de cada grupo foram imersas por 30 minutos em água 
destilada, cujo índice de refração é de 1.333 nm (VIDAL, 2003). Após o 
período de imersão, as lâminas foram cobertas por lamínulas, contendo 
água destilada nas interfaces. 
As medidas dos retardos ópticos (OR em nm) em água representaram 
a soma das birrefringências intrínseca e textural dos feixes de colágeno. 
Estas medidas foram obtidas pela microscopia de luz polarizada no 
microscópio Leica® com uma objetiva Pol 10x/0,22, condensador 0,9, 
compensador de Sénarmont 1/4 , luz monocromática  = 546 nm, obtidas 
por meio de um filtro de interferência Leica®; no Laboratório de Materiais 
Vítreos da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). 
Para realização das medidas, o eixo longo do tendão foi mantido a 
aproximadamente 45º em relação aos polarizadores do microscópio. Nesta 
angulação, as fibras de colágeno apresentam um maior retardo óptico. 
(Apêndice 6) 
Foram obtidos valores de 3 diferentes pontos da área central de cada 
amostra e calculada a média desses valores. O resultado da avaliação, em 
graus, foi multiplicado por 3,03 para transformá-lo em nanômetros (nm) 
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(CARRINHO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009; FARCIC et al., 2013). 
 
 
c) Medidas de Imunoistoquímica 
 
 
Realizou-se a imunohistoquímica para avaliação de colágeno tipos I 
e III. Para isto, realizou-se a desparafinização dos cortes do material, em 
lâminas previamente tratadas com 3-Aminopropyl-triethoxy-silane 
(Sigma
®
, A-3648, EUA), com duas incubações com xilol (P.A. Synth) puro 
e uma com xilol/álcool (1:1), por 30 minutos, a temperatura ambiente.  
Os cortes foram hidratados em concentrações crescentes de 
água/álcool e submetidos à recuperação antigênica pela incubação com 
pepsina (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO 631103) a 0,4% em ácido 
acético 0,5N (P.A. Synth), por 30 minutos, a 37ºC. As lâminas foram 
lavadas por 5 minutos em água destilada e submetidas à incubação com 
solução de peróxido de hidrogênio 6% (em água destilada) por 30 minutos, 
a temperatura ambiente, em total ausência de luz, para o bloqueio da 
peroxidase endógena.  
Após o tempo de incubação, os cortes foram lavados em água 
destilada e finalmente em tampão fosfato (PBS – phosphate buffered 
saline) e incubados overnight, em câmara úmida, a 4 ºC com os anticorpos 
policlonais para os colágenos tipos I e III (Affinity Purified Anti-Collagen 
Type I e Type III, Rabbit Anti-Human, Rockland, Gilbertsville, PA 19525) 
(Anexos 3 e 4), diluídos (PBS; 1% de albumina de soro bovino, 0,3% de 
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Tween 20 e 0,1% de azida sódica) nas concentrações de 1:3.000 e 
1:10.000, respectivamente.  
Os cortes foram lavados três vezes em PBS e incubados com 
polímero Super Picture (Super Picture
TM
 HRP Plymer Conjugate Broad 
Spectrum-Invitrogen Corporation, Frederick, MD 21704, USA), por 30 
minutos, a 37 ºC. Em seguida, as lâminas foram lavadas três vezes em PBS 
e as áreas positivas para cada colágeno foram evidenciadas após coloração 
com solução de diaminobenzidina (3,3’-Diaminobenzidine 
tetrahydrochloride hydrate, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO 631103), por 
5 minutos a 37 ºC; lavagem em água corrente e destilada e contracoloração 
com hematoxilina de Harris (Merck
®
 KGaA 64271. Darmstadt, Germany), 
por 1 minuto, a temperatura ambiente.  
Foram utilizados cortes de tecido hepático murino como controle 
positivo para os dois tipos de colágeno. Os controles negativos foram 
realizados com a remoção do anticorpo primário. 
A expressão dos colágenos tipos I e III, observada na reação de 
imunohistoquímica, foi analisada pela quantificação da área correspondente 
a cada tipo de colágeno. Para esta avaliação, foram obtidas aleatoriamente 
três imagens representativas da região central do tendão, em aumento de 
400x (objetiva de 40x), pela câmera CoolSNAP-Procf (Media Cybernetics 
Inc) acoplada a microscópio Nikon
®
 Eclipse-E800 (Apêndice 7). 
Após a obtenção das imagens, a área marcada foi identificada por 
ferramenta de reconhecimento colorimétrico, com auxílio do sistema 
computadorizado de imagens Image-ProPlus
®
, versão 4.5 (Media 
Cybernetics Inc). Em seguida, as áreas marcadas foram somadas por 
lâmina e calculada a porcentagem de colágeno em relação à área total do 
tendão analisada.  
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4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
O estudo estatístico considerou a análise descritiva, por meio de 
medidas resumo, como média, desvio padrão, valores mínimo e máximo, 
assim como a comparação das variáveis entre os grupos estudados e seus 
períodos de avaliação. Todos os dados obtidos foram armazenados em um 
banco de dados utilizando-se o programa Microsoft Excel, versão 2010 
(Microsoft
®
 Co. USA) e a análise estatística dos resultados foi realizada por 
intermédio do programa R, versão 2.15.3. 
Para estudar a diferença entre os Grupos e Períodos de Avaliações 
para as variáveis estudadas (vasos, diâmetro dos vasos, mastócitos, 
birrefringência, colágeno tipo I e colágeno tipo III), empregou-se o modelo 
de análise de variância com dois fatores fixos e o método de comparações 
múltiplas de Tukey. Para todas as análises, adotou-se a significância de 5% 
(p ≤ 0,05).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS  
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5. RESULTADOS 
 
 
A aplicação do modelo de análise de variância (ANOVA) com dois 
fatores fixos, para a quantidade de vasos, não detectou diferenças entre os 
grupos estudados (p = 0,612) e entre os períodos avaliados em cada grupo 
(p = 0,885); a interação entre os grupos e período de avaliação também não 
foi relevante nestas duas variáveis (p = 0,189) (Tabela 1; Apêndice 8). 
 
 
Tabela 1: Descrição da quantidade de vasos, com média e desvio padrão; 
comparações entre os períodos de avaliação (análise intragrupo), entre os grupos 
(análise intergrupos) e interação entre os períodos de avaliação e os grupos. 
Variáveis Grupo Avaliação Média ± DP 
Análise 
Intragrupo 
Análise 
Intergrupos  
Interação 
Vasos 
Simulação 
07 dias 10,90 ± 5,53 
p = 0,885 
p = 0,612 p = 0,189 
14 dias 09,90 ± 3,11 
21 dias 09,10 ± 5,00 
TENS 
07 dias 08,90 ± 2,42 
p = 0,885 14 dias 11,10 ± 2,60 
21 dias 11,40 ± 3,03 
DP = Desvio padrão 
 
 
As comparações em relação o diâmetro dos vasos, por meio da 
ANOVA com dois fatores fixos, não apresentaram diferenças entre os 
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grupos estudados (p = 0,600) e entre os períodos avaliados em cada grupo 
(p = 0,382); a interação entre os grupos e período de avaliação também não 
foi relevante nestas duas variáveis (p = 0,741) (Tabela 2; Apêndice 9).  
 
 
Tabela 2: Descrição do diâmetro dos vasos, com média e desvio padrão; 
comparações entre os períodos de avaliação (análise intragrupo), entre os grupos 
(análise intergrupos) e interação entre o s períodos de avaliação e os grupos. 
Variáveis Grupo Avaliação Média ± DP 
Análise 
Intragrupo 
Análise 
Intergrupos  
Interação 
Diâmetro 
dos vasos 
(nm) 
Simulação 
07 dias 10,09 ± 2,51 
p = 0,382 
p = 0,600 p = 0,741 
14 dias 10,07 ± 2,83 
21 dias 09,12 ± 2,07 
TENS 
07 dias 08,89 ± 2,07 
p = 0,382 14 dias 10,43 ± 4,72 
21 dias 08,66 ± 3,60 
DP = Desvio padrão 
 
 
Em relação à quantidade de mastócitos, a aplicação da ANOVA com 
dois fatores fixos também não detectou diferenças entre os grupos              
(p = 0,533) e entre os períodos de avaliação em cada grupo (p = 0,213); a 
interação entre os grupos e os períodos de avaliação também não foi 
relevante (p = 0,883) (Tabela 3; Apêndice 10). 
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Tabela 3: Descrição da quantidade de mastócitos com média e desvio padrão; 
comparações entre os períodos de avaliação (análise intragrupo), entre os grupos 
(análise intergrupos) e interação entre os períodos de avaliação e os grupos. 
Variáveis Grupo Avaliação Média ± DP 
Análise 
Intragrupo 
Análise 
Intergrupo 
Interação 
Mastóci-
tos 
Simulação 
07 dias 4,20 ± 3,33 
p = 0,213 
p = 0,533 p = 0,883 
14 dias 3,20 ± 2,82 
21 dias 2,20 ± 2,30 
TENS 
07 dias 4,40 ± 2,41 
p = 0,213 14 dias 3,40 ± 3,89 
21 dias 3,20 ± 2,49 
DP = Desvio padrão 
 
 
As comparações, por meio da ANOVA com dois fatores fixos, entre 
os períodos de avaliação em cada grupo, não apresentaram diferenças 
relevantes em relação à birrefringência (p = 0,196). Contudo, os animais do 
grupo TENS apresentaram uma média de birrefringência menor, quando 
comparado aos animais do grupo Simulação (p = 0,001), independente do 
período de avaliação, pois a interação entre os períodos de avaliação e os 
grupos não foi relevante (p = 0,377) (Tabela 4; Apêndice 11).  
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Tabela 4: Descrição da birrefringência, com média e desvio padrão; comparações 
entre os períodos de avaliação (análise intragrupo), entre os grupos (análise 
intergrupos) e interação entre os períodos de avaliação e os grupos. 
Variáveis Grupo Avaliação Média ± DP 
Análise 
Intragrupo 
Análise 
Intergrupo 
Interação 
Birrefrin-
gência 
Simulação 
07 dias 80,75 ±28,57 
p = 0,196 
p = 0,001* p = 0,377 
14 dias 72,05 ±36,86 
21 dias 53,18 ±12,40 
TENS 
07 dias 64,54 ±19,44 
p = 0,196 14 dias 60,45 ±14,64 
21 dias 50,30 ±18,51 
DP = Desvio padrão; * = Diferença estatisticamente significante (p ≤ 0,05) 
 
 
Em relação ao percentual de colágeno tipo I no tecido, a aplicação da 
ANOVA com dois fatores fixos não detectou diferenças entre os grupos    
(p = 0,184) e entre seus períodos de avaliação (p = 0,589); Contudo, a 
interação entre os grupos e os períodos de avaliação foi relevante              
(p = 0,883) (Tabela 5) e, a partir do método de comparações múltiplas de 
Tukey, detectou-se que o grupo TENS apresentou a média de colágeno tipo 
I menor, quando comparado ao grupo Simulação, apenas no período de 14 
dias após a lesão (Tabela 6; Apêndice 12). 
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Tabela 5: Descrição do percentual de colágeno tipo I, com média e desvio padrão; 
comparações entre os períodos de avaliação (análise intragrupo), entre os grupos 
(análise intergrupos) e interação entre os períodos de avaliação e os grupos. 
Variáveis Grupo Avaliação Média ± DP 
Análise 
Intragrupo 
Análise 
Intergrupo 
Interação 
Colágeno 
Tipo I 
Simulação 
07 dias 72,94 ±10,85 
p = 0,589 
p = 0,184 
p = 
0,020* 
14 dias 90,00 ±5,97 
21 dias 71,18 ±18,74 
TENS 
07 dias 73,94 ±10,59 
p = 0,589 14 dias 65,54 ±18,72 
21 dias 75,18 ±26,27 
DP = Desvio padrão; * = Diferença estatisticamente significante (p ≤ 0,05). 
 
 
Tabela 6: Resultado das comparações das avaliações e grupos, segundo o Colágeno 
Tipo I. 
Comparações Valor de p 
Simulação (7 - 14 dias) 0,222 
Simulação (7 - 21 dias) 0,998 
Simulação (14 - 21 dias) 0,427 
TENS (7 - 14 dias) 0,897 
TENS (7 - 21 dias) 0,947 
TENS (14 - 21 dias) 0,378 
7 dias (Simulação - TENS) 0,999 
14 dias (Simulação - TENS) 0,033* 
21 dias (Simulação - TENS) 0,983 
* = Diferença estatisticamente significante (p ≤ 0,05). 
 
 
Em relação ao percentual de colágeno tipo III no tecido, a aplicação 
da ANOVA com dois fatores fixos demonstrou que os animais do grupo 
TENS tiveram média de colágeno tipo III menor, comparados ao grupo 
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Simulação (p = 0,001), independente do período de avaliação, pois a 
interação entre os períodos de avaliação e os grupos não foi relevante        
(p = 0,101). Os períodos de avaliação em cada grupo também apresentaram 
diferenças (p = 0,001) (Tabela 8); e, a partir do método de comparações 
múltiplas de Tukey, observou-se que a média de colágeno tipo III no 
período de 21 dias foi menor do que a média encontrada nos períodos de 7 
(p = 0,001) e 14 dias (p = 0,001) após a lesão (Tabela 9; Apêndice 13), 
independente do grupo estudado. 
 
 
Tabela 7: Descrição do percentual de colágeno tipo III com média e desvio padrão; 
comparações entre os períodos de avaliação (análise intragrupo), entre os grupos 
(análise intergrupos) e interação entre os períodos de avaliação e os grupos. 
Variáveis Grupo Avaliação Média ± DP 
Análise 
Intragrupo 
Análise 
Intergrupo 
Interação 
Colágeno 
Tipo III 
Simulação 
07 dias 6,11 ± 1,65 
p = 0,001* 
p = 0,001* p = 0,101 
14 dias 5,85 ± 2,82 
21 dias 3,53 ± 0,97 
TENS 
07 dias 2,36 ± 0,77 
p = 0,001* 14 dias 2,19 ± 1,01 
21 dias 0,86 ± 0,49 
DP = Desvio padrão; * = Diferença estatisticamente significante (p ≤ 0,05). 
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Tabela 8: Resultado das comparações dos períodos de avaliações, segundo o 
Colágeno Tipo III. 
Comparações Valor de p 
14 – 7 dias 0,686 
21 – 7 dias 0,001* 
21 – 14 dias 0,001* 
* = Diferença estatisticamente significante (p ≤ 0,05). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSSÃO 
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6. DISCUSSÃO 
 
 
A sigla TENS, oriunda do termo em inglês “Transcutaneous 
Electrical Nerve Stimulation”, é definida como a aplicação de estimulação 
elétrica sobre a pele para o alívio da dor (SLUKA & WALSH, 2003). 
Consagrada como um recurso analgésico não invasivo, seguro e de fácil 
manuseio, esta modalidade se tornou popular na década de 1960, a partir de 
um estudo realizado por MELZAC & WALL (1965), que elucida seu 
principal mecanismo de ação: a teoria das comportas. 
Em suma, a teoria das comportas sugere que a estimulação de fibras 
aferentes sensoriais de grande calibre reduz a transmissão da dor, 
conduzida por fibras aferentes nociceptivas de menor calibre, inibido a sua 
percepção (CHEING & HUI-CHAN, 1999). Atualmente sabe-se que os 
mecanismos de ação da TENS podem ser mais complexos e incluir vias 
anatômicas, alguns tipos de neurônios, bem como neurotransmissores e 
seus receptores (SLUKA & WALSH, 2003), levando a efeitos que vão 
além da hipoalgesia, como o aumento da temperatura cutânea e do fluxo 
sanguíneo local (CRAMP et al. 2000).  
Estes últimos efeitos serviram de justificativa para realização de 
estudos que observaram benefícios da TENS quanto à cicatrização de 
úlceras em diabéticos (LUNDEBERG, ERIKSSON, MALM, 1992; 
BAKER et al., 1997) e à redução na área de necrose em retalhos 
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randômicos isquêmicos (LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2006; RUSSO et 
al., 2006; LIEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008), provavelmente em razão 
de um aumento na vascularização local. Não se sabe o mecanismo exato 
pelo qual a TENS gera este efeito vascular, mas uma das teorias mais 
aceitas sugere a liberação dos neuropeptídeos Substância P (SP) e Peptídeo 
Relacionado com o Gene da Calcitonina (CGRP), a partir da estimulação 
de fibras nociceptivas A-delta e C (KJARTANSSON et al., 1988; 
ATALAY et al., 2003). 
De forma mais recente, BURSSENS et al. (2003) e BURSSENS et 
al. (2005)
(a)
 observaram que a TENS também é capaz de favorecer a 
cicatrização tendínea, o que se torna relevante diante das deficiências 
encontradas neste tecido após a cicatrização. Novamente, a vascularização 
tecidual pode ter grande relevância para este processo, pois sabe-se que a 
cicatrização tendínea ocorre de forma intrínseca, com atividade de células 
locais, mas se inicia de forma extrínseca, com a migração de células 
inflamatórias e fibroblastos de tecidos adjacentes até o local da lesão, e 
uma rede vascular bem estabelecida que favoreça esta migração de células 
se faz necessária (LIN, CARDENAS, SOSLOWSKY, 2004; JAMES et al., 
2008). Consequentemente, outros recursos que otimizam a vascularização 
tecidual, como a Terapia com Laser de Baixa Intensidade (LLLT), tem 
mostrado efeitos satisfatórios não somente quanto ao aumento da 
vascularização local (SALATE et al., 2005), mas também quanto ao 
alinhamento das fibras de colágeno em modelos experimentais 
(CASALECHI  et al., 2009; WOOD et al., 2010; GUERRA et al., 2013). 
Os modelos experimentais são muito utilizados em estudos de lesões 
tendíneas, a fim de esclarecer mecanismos básicos de determinados 
tratamentos, com a vantagem de se poder adotar um método de lesão 
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reprodutível e com monitoramento de todas as atividades do animal, 
fornecendo uma amostra mais homogênea (LAKE, ANSORGE, 
SOSLOWSKY, 2008), e, ainda, com a possibilidade de remoção de todo o 
tendão para ser analisado, e não apenas uma pequena amostra deste tecido 
(MOVIN, 2000). O modelo escolhido para realização do presente estudo 
foi o Rato Wistar, pois trata-se de um modelo muito utilizado para estudar 
lesões do tendão, além de fornecer um custo relativamente baixo e fácil 
manuseio laboratorial. 
A escolha do modelo de lesão adotado se deu diante das alterações 
histológicas encontradas em estudos prévios, com reações de caráter 
inflamatório e morfológico, como vasodilatação, angiogênese e formação 
da matriz extracelular após a lesão (FILLIPIN et al., 2005; OLIVEIRA et 
al., 2009; WOOD et al., 2010; NEVES et al., 2011), que estão de acordo 
com o que o presente estudo se propôs a analisar. Além disso, este modelo 
é mais simples e fácil de realizar, comparado com modelos de sobrecarga 
com corrida em esteira utilizados para induzir lesão do tendão do músculo 
supraespinhal (SOSLOWSKY et al., 2000), mas que não são capazes de 
induzir uma lesão no tendão do calcâneo (HEINEMEIER et al., 2012; 
DIRKS et al., 2013), e não envolve incisão na pele, reduzindo o risco de 
infecção presente em modelos de tenotomias cirúrgicas (CARRINHO et 
al., 2006; STEYAERT et al., 2006; CHAN, FUNG, NG, 2007), que não 
reproduzem o caráter degenerativo do tecido previamente à lesão. 
Após uma lesão tendínea, é sabido que ocorre a liberação de SP e 
CGRP, de forma mais importante, na fase proliferativa da cicatrização 
(ACKERMANN, 2001), período no qual também se observa maior 
degranulação de mastócitos e produção de colágeno (ENWEMEKA, 1989). 
Contudo, STEYAERT et al. (2010) observaram que a injeção de SP 
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durante os primeiros seis dias após a lesão do tendão do calcâneo de ratos 
aumenta a quantidade de fibroblastos e capilares no tecido. Desta forma, o 
tratamento com TENS teve início imediatamente após a lesão e perdurou 
durante seis dias consecutivos com o intuito de estimular as fibras 
nociceptibas A-delta e C a liberar estes neuropeptídeos de forma mais 
precoce e acelerar o processo de cicatrização com melhora da qualidade 
tecidual. 
Alguns estudos relatam efeitos favoráveis da TENS na cicatrização 
tendínea utilizando a modalidade convencional, com alta frequência, como 
o estudo de ARAÚJO et al. (2007), que utilizaram frequência de 50 Hz e 
duração de pulso de 100 µs, durante 10 minutos, e observaram maior 
quantidade de vasos e fibroblastos no tendão de ratos, e os estudos de 
SHARIFI et al. (2007) e SHARIFI, KAZEMI, VESHKINI (2008), que 
adotaram frequência de 100Hz e duração de pulso de 80 µs, durante 10 
minutos, e tiveram como resultado maior quantidade de hidroxiprolina e 
maior área de secção transversa do tendão de cavalos. Entretanto, segundo 
SJÖLUND (1988), a modalidade Burst da TENS é ideal para estimular as 
fibras nociceptivas supracitadas, o que justifica a sua utilização neste 
estudo. Os parâmetros da estimulação, com frequência de 100 Hz, 
modulada a uma frequência de 2 Hz, duração do trens de pulso pulso de 
300 µs e tempo de aplicação de 30 minutos, se deram de acordo com os 
estudos de BURSSENS et al. (2003) e BURSSENS et al. (2005)
(a)
, que 
apontam algumas evidências da efetividade desta modalidade sobre a 
cicatrização do tendão do calcâneo em humanos, como maior quantidade  
de fibroblastos e maior produção, organização e maturação das fibras de 
colágeno. 
D i s c u s s ã o │ 46 
______________________________________________________________________ 
 
 
A intensidade da TENS foi utilizada em um nível inframotor, não 
somente para reproduzir os estudos de BURSSENS et al. (2003) e 
BURSSENS et al. (2005)
(a)
, mas também com o intuído de se excluir 
possíveis efeitos relacionados ao estresse mecânico aplicado ao tendão por 
meio da contração muscular, sejam efeitos benéficos, como o aumento da 
síntese de colágeno (BARRY et al., 1994; REDDY et al., 1998), ou 
prejudiciais, pois um estresse aplicado imediatamente após a lesão poderia 
agravá-la. Desta forma, com a intensidade em nível inframotor, a influência 
da TENS na cicatrização do tendão se daria principalmente pela 
estimulação de fibras nociceptivas.  
Apesar do conhecimento de que a estimulação das fibras nervosas 
segue uma sequência de ativação, na qual as fibras sensoriais são 
primeiramente atingidas, em seguida, as fibras motoras e, por ultimo, as 
fibras nociceptivas, sabe-se que diante de uma lesão, o limiar doloroso 
pode ser alcançado imediatamente após a estimulação sensorial, ou seja, 
antes do limiar motor (VERHOEVEN, 1985), o que torna possível a 
utilização da estimulação em um nível inframotor com o intuito de atingir 
fibras nociceptivas.  
Estudos que utilizam a estimulação elétrica como método 
terapêutico, na maioria das vezes, optam por posicionar os eletrodos 
superior e inferior à lesão tendínea (BURSSENS et al., 2003; BURSSENS 
et al., 2005
(a)
; SHARIFI et al., 2007; ARAÚJO et al., 2007; SHARIFI, 
KAZEMI, VESHKINI (2008); BERRETTA et al., 2009); entretanto, seria 
inviável reproduzir esta metodologia diante do tamanho do tendão do 
calcâneo do rato Wistar, que possui em torno de 1 cm de comprimento. 
Para tal, os eletrodos deveriam de ter uma área pequena e, ainda assim, 
seriam posicionados muito próximos um ao outro, o que levaria à corrente 
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a passar extremamente superficial pelos tecidos (STARKEY, 2001) e 
talvez não alcançasse o tendão. Desta forma, um eletrodo foi posicionado 
sobre todo tendão do calcâneo e o outro sobre o dorso do animal, próximo 
às escápulas, apenas com a função de transmitir a corrente.  
Foi acrescentado à pesquisa o grupo simulação, substituindo o grupo 
controle, diante da possibilidade de ocorrer algum efeito relacionado ao 
realinhamento das fibras de colágeno, devido à tração aplicada no membro 
pélvico do animal quando posicionado para o tratamento, ao estresse 
sofrido durante o tratamento, ou mesmo algum efeito relacionado ao gel 
condutor aplicado entre as superfícies da pele e dos eletrodos. Por 
conseguinte, todos os animais foram submetidos aos mesmos 
procedimentos de anestesia, lesão e tratamento, com diferença apenas 
quanto à aplicação da estimulação elétrica. 
O primeiro período de avaliação do tendão foi realizado 24 horas 
após a última aplicação ou simulação de TENS, com o intuito de verificar 
os efeitos da estimulação de forma mais precoce; neste período de sete dias 
após a lesão se inicia a produção de colágeno tipo III (ENWEMEKA, 
1989), e alguns estudos conseguem revelar alterações em relação à 
vascularização e quantidade de fibroblastos (STEYAERT et al., 2010) e 
mastócitos presentes no tecido (BERGLUND et al., 2010), o que justifica a 
avaliação de vasos, mastócitos e colágeno neste momento. As avaliações 
no 14º e 21º dia após a lesão se deram com o intuito de verificar os efeitos 
mais tardios da TENS e estudar a fase proliferativa da cicatrização, pois é o 
período em que há maior liberação de SP e CGRP após uma lesão tendínea 
(ACKERMANN, 2001), maior degranulação de mastócitos e a síntese de 
colágeno se dá de forma mais intensa (ENWEMEKA, 1989). As avaliações 
se deram de forma histológica, sendo que as lâminas de cada animal foram 
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identificadas apenas por código, de forma que o avaliador não teve 
conhecimento a qual grupo cada animal pertencia, a fim de evitar qualquer 
interferência nos resultados.  
Optou-se por analisar a quantidade e o calibre dos vasos a partir de 
lâminas coradas por hematoxilina e eosina, uma técnica simples e muito 
utilizada para quantificar não somente vasos, mas também fibroblastos e 
colágeno (BURSSENS et al., 2003; SALATE et al., 2005; YEUNG, GUO, 
NG, 2006; ARAÚJO et al., 2007; CASALECHI et al., 2009; FREITAS et 
al., 2010; LUI et al., 2010; ANDERSSON et al., 2011). No presente 
estudo, não foi detectada qualquer diferença relevante entre os grupos, em 
relação à quantidade e diâmetro dos vasos, em todos os períodos de 
avaliação. Estes achados corroboram com os resultados de BURSSENS et 
al. (2003), que também não reportaram efeitos em relação à vascularização, 
a partir da aplicação da TENS no modo Burst, em tendão de humanos. 
Contudo, estes autores não avaliaram a vascularização de forma específica, 
mas avaliaram o estágio cicatricial de um modo geral, que somava aspectos 
celulares, vasculares e de formação da matriz. Além disso, esta avaliação 
ocorreu apenas na sexta semana após a correção cirúrgica, período 
correspondente à fase remodeladora da cicatrização, na qual já se espera 
encontrar estabilização no processo angiogênico.  
É importante ressaltar que, tanto nos estudos de BURSSENS et al. 
(2003), quanto no presente estudo, a intensidade da TENS foi utilizada 
abaixo do limiar motor e, segundo MACHADO et al. (2012), só é possível 
alcançar um aumento importante no fluxo sanguíneo local quando a 
intensidade é aplicada acima de 25% do limiar motor, com base em estudos 
realizados em feridas cutâneas. Além disso, a intensidade da TENS 
utilizada no presente estudo pode não ter sido alta o suficiente para atingir 
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as fibras nociceptivas A-delta e C, que liberam neuropeptídeos vasoativos, 
e, desta forma, não foi observado qualquer influência da TENS sobre a 
angiogênese e vasodilatação no tendão. 
Em contrapartida, ARAÚJO et al. (2007) também adotaram uma 
intensidade abaixo do limiar motor (2 mA) e observaram maior quantidade 
de vasos em tendões com ruptura completa, seguida de sutura, nos animais 
submetidos à TENS, comparados ao tratamento com laser, tratamento com 
US e ao grupo controle, mas os demais parâmetros foram diferentes do 
presente estudo, com frequência de 5 Hz e duração do pulso de 100 µs.  
A análise de mastócito foi realizada a partir de lâminas coradas por 
azul de toluidina, uma técnica específica para demarcação de mastócitos, 
que passam a assumir uma coloração azul escuro e de fácil visualização 
para morfometria (EL SAYED & DYSSON, 1996). Sabe-se que a 
degranulação dos mastócitos é um evento importante no processo de 
cicatrização, pois há liberação de mediadores celulares capazes de 
estimular a síntese da matriz extracelular, como a histamina, que, além da 
ação vasoativa, contribui para a migração e proliferação de fibroblastos 
(LEVI-SCHAFFER, KUPIETZKY, 1990), a quimase, que também induz a 
produção de fibroblastos, e a triptase, que é capaz de estimular a produção 
de colágeno tipo I (MAURER et al., 2003). Desta forma, estimular a 
proliferação de mastócitos com a TENS poderia ser vantajoso para o 
processo de cicatrização do tendão, porém, apesar de observar, em todos os 
períodos avaliados, maior quantidade de mastócitos nos grupos TENS, 
comparado aos grupos Simulação, não foi detectada nenhuma diferença 
relevante.  
Não foi encontrado na literatura pesquisada outro estudo que tenha 
avaliado a quantidade de mastócitos a partir da utilização desta modalidade 
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terapêutica na lesão tendínea. Entretanto, a ausência de efeitos em relação 
às células mastocitárias ratifica a inferência de que a TENS, com os 
parâmetros adotados no presente estudo, não foi capaz de atingir as fibras 
nociceptivas A-delta e C e estimular a liberação de SP e CGRP; pois, além 
de seus efeitos vasoativos e angiogênicos, estes neuropeptídeos são capazes 
de estimular a proliferação e degranulação de mastócitos (KULKA et al., 
2007).  
Outro aspecto de fundamental importância em estudos sobre o 
processo de cicatrização tendínea, é a avaliação de colágeno. Esta estrutura 
é o principal componente da matriz extracelular e confere ao tendão a 
capacidade de suportar e transmitir grandes forças entre o músculo e o osso 
(JAMES et al., 2008). Um dos fatores responsáveis por esta resistência do 
tecido contra as forças de tensão é a organização das fibras de colágeno, 
que, em condições normais, são dispostas em paralelo e ao longo do eixo 
longitudinal do tendão (CALVE et al., 2004; KJAER et al., 2005). Com 
base nestas afirmações, optou-se por analisar o alinhamento das fibras de 
colágeno e, para isto, foi utilizado o método de birrefringência, considerado 
por VIDAL (2003) o método ideal para detectar e descrever a orientação 
destas fibras no tendão. 
Nesta avaliação, foi observado que os grupos TENS apresentaram 
menor média do retardo óptico, indicando uma diminuição no alinhamento 
das fibras de colágeno, comparados com os grupos Simulação, em todos os 
períodos de avaliação. Estes achados não corroboram com os resultados de 
BURSSENS et al. (2005)
(a)
, que verificaram um aumento do alinhamento 
das fibras de colágeno no período de 6 semanas após a intervenção 
cirúrgica, a partir da aplicação da TENS no modo burst.  
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Não se sabe a razão exata pela qual ocorreu esta diminuição no 
alinhamento das fibras de colágeno a partir da aplicação da TENS, contudo, 
sabe-se que a organização destas fibras pode estar relacionada com a carga 
imposta ao tendão e uma das diferenças entre o presente estudo e o estudo 
supracitado de BURSSENS et al. (2005)
(a)
 é o estresse mecânico aplicado 
ao tecido. Neste estudo, o tornozelo dos indivíduos permaneceu 
imobilizado durante as seis semanas, ou seja, sem nenhuma carga ao 
tendão, enquanto no presente estudo, a movimentação livre do membro 
pélvico dos animais era permitida. Talvez a associação dos estímulos dados 
pela TENS e pela contração muscular tenha gerado efeitos deletérios, pois 
outros estudos que utilizam a estimulação elétrica com o membro 
imobilizado apontam resultados favoráveis à cicatrização tendínea 
(BURSSENS et al., 2003; ARAÚJO et al., 2007; FREITAS et al., 2010), 
ao contrário de BERRETA et al. (2009), que optaram por manter o 
membro com movimentação livre e não observaram efeitos favoráveis ou 
deletérios à este processo. 
Além do alinhamento das fibras de colágeno, o tipo de colágeno 
presente no tecido também interfere na capacidade do tendão em resistir às 
forças entre o musculo e osso. As principais fibras de colágeno presente no 
tendão são do tipo I, com maior calibre e contribuição para a resistência do 
tecido, e tipo III, de menor calibre, com fibrilas menos organizadas e 
menos resistentes às forças de tensão (WAGGET  et al., 1998; RILEY, 
2004; DORAL et al., 2010).  
Em um tecido normal, as fibras tipos I e III correspondem cerca de 
95% e 3% do total de colágeno presente no tecido, respectivamente; 
contudo, os tenócitos de tendões lesionados tendem a produzir maior 
quantidade de colágeno tipo III, causando uma redução na proporção destas 
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fibras, o que pode resultar em um tendão menos resistente ao estresse e 
com maior risco de novas rupturas (ENWEMEKA, 1989; MAFFULLI et 
al., 2000; RILEY, 2004; DORAL et al., 2010). A produção de fibras tipo 
III se inicia no sétimo dia após a lesão, enquanto as fibras tipo I ocorre 
apenas na fase de remodelamento do tecido, alguma semanas após a lesão 
(SHARMA, MAFFULLI, 2005). 
Para avaliar o tipo de colágeno presente no tendão, optou-se pela 
técnica de imunohistoquímica com marcação específica para colágeno tipos 
I e III e, como resultado, foi observado que os grupos TENS, comparados 
aos grupos Simulação, apresentaram menor quantidade de colágeno tipo I, 
no período de 14 dias após a lesão (p = 0,0004), e menor quantidade de 
colágeno tipo III, nos períodos de 7 dias (p < 0,0001), 14 dias (p < 0,0001) 
e 21 dias (P < 0,0001) após a lesão, sugerindo que a utilização da TENS 
inibiu a produção de colágeno tipo III, desde o 7º dia após a lesão, e levou a 
uma menor quantidade destas fibras em longo prazo, assim como a 
produção de  colágeno tipo I no 14º dia após a lesão, mas que em longo 
prazo retoma uma quantidade semelhante ao grupo simulação.  
Este resultado possivelmente ocorreu em razão da densidade de 
corrente aplicada, que é um fator determinante para os efeitos fisiológicos 
derivados da estimulação elétrica (STARKEY, 2001) e pode ter gerado 
uma quantidade elevada de estímulos, que culminou em efeitos deletérios, 
conforme a lei de Arndt-Schultz. Segundo esta lei, uma estimulação 
pequena pode gerar efeitos benéficos e, em excesso, pode acarretar efeitos 
deletérios (CALABRESE, 2008; MATTSON, CALABRESE, 2010), o que 
nos leva a inferir que a TENS pode ter sido aplicada em uma intensidade 
alta e, ao invés de estimular, inibiu a produção de colágeno tipo III no 
tendão e prejudicou o alinhamento de suas fibras. 
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Em longo prazo, obter-se menor quantidade de fibras tipo III poderia 
ser considerado um efeito benéfico, caso fosse acompanhado do aumento 
na produção de fibras do tipo I, pois conferiria ao tecido maior capacidade 
de resistência a tensões; em contrapartida, a redução na quantidade das 
fibras tipo III, sem o aumento na quantidade das fibras tipo I, nos leva a 
acreditar que o tecido apresentou uma menor quantidade total de colágeno, 
o que pode comprometer a força de tensão desse tecido. O período mais 
crítico, no qual o tecido estaria mais frágil, seria em 14 dias após a lesão, 
período no qual o grupo TENS apresentou menor quantidade de fibras de 
colágeno dos dois tipos avaliados. 
Não foi encontrado, na literatura pesquisada, outro estudo que 
utilizou a TENS após a ruptura tendínea e avaliou a quantidade de fibras de 
colágeno tipos I e III de forma específica.  Contudo, BURSSENS et al. 
(2003) e ARAÚJO  et al. (2007) reportam um aumento da quantidade de 
tenócitos, a partir a aplicação da TENS, e, tendo em vista que estas células 
sintetizam as fibras de colágeno, este achado foi considerado pelos autores 
um efeito favorável à cicatrização. SHARIFI et al. (2007) observaram uma 
maior quantidade de hidroxiprolina no tecido tendíneo, após o uso as 
TENS, e, sabendo que este aminoácido está presente em grande quantidade 
no colágeno, os autores inferiram que a TENS levou a uma maior produção 
de colágeno no tendão. BURSSENS et al. (2005)
(a)
 verificaram uma maior 
quantidade de colágeno recém formado no tendão, a partir da aplicação da 
TENS, e uma maturação mais precoce dessas fibras. Os achados do 
presente estudo não corroboram com os estudos supracitados quanto à 
produção de colágeno; entretanto, a intensidade da estimulação variou entre 
os estudos e, apesar da maioria mantê-la em um limiar sensitivo 
(BURSSENS et al., 2003; BURSSENS et al., 2005
(a)
; ARAÚJO et al., 
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2007), nenhum destes autores descreveu a área dos eletrodos utilizados, 
impossibilitando calcular a densidade da corrente utilizada (d = I / a) e 
realizar alguma comparação com o presente estudo. 
Porém, é importante ressaltar que existe a possibilidade desta menor 
quantidade de colágeno tipo III, nos grupos TENS, auxiliar no processo de 
cicatrização tendínea. FILLIPIN et al. (2005) observaram alterações 
relevantes no tendão, a partir de uma lesão traumática similar à utilizada no 
presente estudo, com reação inflamatória, angiogênese, vasodilatação, 
aumento do estresse oxidativo e, principalmente, maior quantidade de 
colágeno no tecido, quando comparado ao tendão sadio, sugerindo a 
presença de fibrose. A partir do uso da LLLT, os autores observaram uma 
redução importante na quantidade de colágeno, alcançando um nível 
próximo ao do tendão sadio. Com base neste raciocínio, a redução na 
quantidade de colágeno observada no grupo TENS do presente estudo 
também pode favorecer a qualidade da cicatrização tendínea, reduzindo um 
possível processo de fibrose, mas a ausência de um grupo controle com o 
tendão sadio, não nos permite afirmar se a TENS esta auxiliando o tecido a 
retomar seu estado de normalidade ou se está inibindo a produção de 
colágeno ao ponto de torná-lo um tecido mais frágil. Contudo, esta segunda 
hipótese de redução da qualidade tecidual parece ter maior coerência diante 
do prejuízo ao alinhamento das fibras de colágeno, a partir do uso da 
TENS.  
Outra possível justificativa para estes resultados se dá diante do 
principal efeito produzido pela TENS: a analgesia. A estimulação elétrica 
pode ter reduzido a dor, provocada pela lesão tendínea, permitindo o 
animal a utilizar o membro lesado de forma mais intensa e precoce, 
D i s c u s s ã o │ 55 
______________________________________________________________________ 
 
 
comparado ao grupo simulação, prejudicando o processo de cicatrização 
deste tecido. 
Embora se tenha tomado todos os cuidados para evitar possíveis 
vieses, este estudo apresentou algumas limitações que devem ser 
esclarecidas, como, por exemplo, o modelo de lesão utilizado. Este método 
de lesão traumática tem sido muito utilizado para estudar o processo de 
cicatrização tendínea (LECH et al., 1996; SALATE et al., 2005; FILLIPIN 
et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; WOOD et al., 2010; NEVES et al., 
2011; JOENSEN et al., 2012); contudo, a maioria dos estudos detectam a 
presença da lesão de forma histológica sem relatar o comportamento das 
alterações oriundas desta lesão ao longo do tempo.  
Apenas FILIPPIN et al. (2005) relataram a presença de um processo 
inflamatório no tendão, sem especificar seus eventos celulares, a partir de 
24 horas após a lesão, que perdurou até o 21º dia seguinte. Estes autores 
utilizaram o mesmo modelo animal que o presente estudo, mas a placa 
metálica que despenca sobre o tendão havia uma massa de 277,7 g, gerando 
uma energia total de 544 mJ no momento da queda, enquanto no presente 
estudo a placa possui massa de apenas 186 g, com energia total de       
364,9 mJ, que provavelmente ocasionou uma lesão de menor magnitude.  
No presente estudo, não foram não foram observadas variações 
significantes, normalmente encontradas após uma lesão tendínea, em 
relação à vascularização e quantidade de mastócitos, entre os períodos de 7, 
14 e 21 dias após a lesão. A partir destes resultados, pode-se inferir que a 
lesão foi, de fato, pequena, e que as alterações supracitadas ocorreram e se 
estabilizaram antes do período de 7 dias após a lesão, ao ponto de não se 
observar alterações destas variáveis ao longo do tempo. Desta forma, 
sugere-se que a realização de estudos para identificar e padronizar este 
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método de lesão traumática, a fim de nortear a metodologia de avaliação 
tecidual em novas pesquisas sobre cicatrização tendínea. 
Além disso, outro fator que deve ser levado em consideração é a 
confecção das lâminas histológicas, pois é comum encontrar defeitos, como 
fendas, cortes e artefatos histológicos, em razão da estabilização 
inadequada da parafina dentro do tendão, que, sendo um tecido conjuntivo 
de alta densidade e espessura, restringe a entrada de todos os solventes 
empregados na técnica histológica de preparação (KERR, 2000).  
No presente estudo foram encontradas fendas em algumas lâminas 
que podem ter comprometido a avaliação tecidual, tendo em vista que no 
local da fenda, ou seja, no local em que não há tecido, poderiam conter 
vasos ou mastócitos que não foram considerados na avaliação. A avaliação 
da quantidade de fibras de colágeno tipos I e III também pode ter sido 
comprometida, tendo em vista que foi considerado o percentual de 
colágeno por área do tendão e algumas lâminas apresentavam menor área 
de tecido para avaliação, em virtude das fendas, que também podem dar 
uma falsa impressão de se ter fibras de colágeno menos organizadas, o que 
pode interferir nas análises de birrefringência. Contudo, como se trata de 
um estudo randomizado, as chances desses defeitos estarem presentes nas 
lâminas foram iguais em todos os grupos. 
Sobretudo, é importante ressaltar que este se trata de um estudo 
experimental realizado em ratos e, apesar de elucidar algumas questões 
clinicamente relevantes, não é possível transferir ou correlacionar os 
achados deste estudo para humanos, pois existem diferenças entre os 
tendões destas espécies, principalmente em relação ao estágio da 
cicatrização (SILVA, VASCONCELOS, CAMPOS, 2008). Desta forma, 
estudos clínicos se fazem necessários, mas devem ser realizados somente 
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diante de evidências que assegurem a TENS como uma modalidade capaz 
de favorecer o reparo tendíneo, pois utilizá-la com os parâmetros adotados 
no presente estudo, caso extrapolado para humanos, poderia piorar a 
qualidade do tecido e favorecer a recorrência de rupturas. 
Como perspectivas, sugere-se a realização de um estudo 
experimental para padronizar um método de lesão traumática no tendão do 
calcâneo em ratos, estudos que comparem os métodos de lesão do tendão 
supracitado (como a tenotomia total, tenotomia parcial, lesão traumática, 
entre outros), a fim de definir o modelo mais adequado para realização de 
novos estudos. Sugere-se também a realização de estudos com o intuito de 
verificar a influência das outras modalidades da TENS (alta frequência, 
baixa frequência e breve-intenso), assim como de sua intensidade, na 
cicatrização da lesão parcial do tendão do calcâneo; nestes estudos, é 
importante seja considerada a imobilização do membro lesionado, a fim de 
evitar a influência de um possível aumento da atividade física promovido 
pela analgesia. Por fim, sugere-se a mensuração da quantidade dos 
neuropeptídios SP e CGRP, a partir da aplicação deste agente eletrofísico.  
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7. CONCLUSÃO 
 
 
 
 
A estimulação elétrica nervosa transcutânea, no modo Burst, 
apresentou os seguintes efeitos:  
 Prejudicou o alinhamento das fibras de colágeno, em 
7, 14 e 21 dias após a lesão; 
 Reduziu a quantidade de colágeno tipo I, no período 
de 14 dias após a lesão; 
 Reduziu a quantidade de colágeno tipo III, em 7, 14 e 
21 dias após a lesão.  
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ABSTRACT 
 
 
Background: The healing of Achilles tendon ruptures may last months and 
often results in a tendon with poor quality. However, transcutaneous 
electrical nerve stimulation (TENS) may contribute to tendon repair, as it 
release neuropeptides and trigger a process of tissue repair. Objective: To 
evaluate the influence of TENS on the healing of partial rupture of the 
Achilles tendon in rat. Methods: Sixty EPM1-Wistar rats were submitted 
to a partial rupture of the Achilles tendon through a direct trauma and 
randomized in six groups according with the treatment post injury (TENS 
or Simulation) and the time of evaluation (7, 14 and 21 days post injury). 
The Burst TENS was applied during 30 minutes, 6 days, frequency of 
100Hz, burst frequency of 2Hz, pulse duration of 200 µs, pulse train 
duration of 300ms and intensity about 90% of motor threshold. 
Microscopic analyses were taken to quantify the blood vessels and mast 
cells and, birefringence for alignment of collagen fibers and 
immunohistochemistry for quantification of types I and III collagen fibers. 
Results: The TENS group showed lower amount of type I collagen fibers 
at 14 days post injury (p=0,033) and lower amount of type III collagen 
fibers (p=0,001) with less organization (p=0,001) at 7, 14 and 21 days post 
injury compared to Simulation group. Conclusion: The burst TENS 
impaired the alignment of collagen fibers and inhibited the production of 
type I and III collagen fibers during healing of partial rupture of the 
Achilles tendon in rats. 
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APÊNDICE 1: Carta de Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
da Unifesp 
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APÊNDICE 2: Média, desvio-padrão e valores mínimo e máximo da 
massa corporal (g) dos animais, de acordo com os grupos. 
 
 
Grupo Avaliação Média Desvio-padrão Mínimo Máximo 
Simulação 
7 287,00 16,53 275,00 320,00 
14 299,00 18,97 260,00 320,00 
21 276,00 09,66 260,00 300,00 
TENS 
7 300,50 15,36 275,00 320,00 
14 301,00 16,47 275,00 320,00 
21 286,00 15,95 275,00 320,00 
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APÊNDICE 3: Média, desvio-padrão e valores mínimo e máximo da 
intensidade (mA) da TENS aplicada nos animais, de acordo com os 
grupos. 
 
 
Grupo Avaliação Média Desvio-padrão Mínimo Máximo 
Simulação 
7 0,00 0,00 0,00 0,00 
14 0,00 0,00 0,00 0,00 
21 0,00 0,00 0,00 0,00 
TENS 
7 3,77 0,30 3,43 4,29 
14 3,34 0,32 3,00 3,86 
21 3,22 0,41 2,43 3,57 
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APÊNDICE 4: Imagem ilustrativa referente às lâminas coradas por 
hematoxilina e eosina. 
 
 
Figura Apêndice 4: Lâmina corada por hematoxilina e eosina 
do Grupo Simulação 14 dias. 
Setas indicando a presença de vasos, assim como a mensuração de 
seu diâmetro. 
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APÊNDICE 5: Imagem ilustrativa referente às lâminas coradas por 
azul de toluidina. 
 
 
Figura Apêndice 5: Lâmina corada por azul de toluidina do 
Grupo TENS 14 dias. 
Setas indicando a marcação dos mastócitos. 
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APÊNDICE 6: Imagem ilustrativa referente às lâminas para análises 
de birrefringência. 
 
 
Figura Apêndice 6: Lâmina para análise de birrefringência do 
Grupo TENS 14 dias. 
 
  
A p ê n d i c e s │ 82 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
 
APÊNDICE 7: Imagem ilustrativa referente às lâminas para análises 
de imunohistoquímica. 
 
 
 
 
  
A 
B 
Figura Apêndice 5: Lâmina para análise de 
imunohistoquímica do grupo TENS 21 dias. 
A – Imunohistoquímica para quantificação de fibras de 
colágeno tipo I  
B – Imunohistoquímica para quantificação de fibras de 
colágeno tipo III. 
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APÊNDICE 8: Comparação da quantidade de vasos no tecido tendíneo 
entre os grupos estudados. 
 
 
 
Figura Apêndice 8: Gráfico de barras com a comparação da quantidade de 
vasos no tecido tendíneo entre os grupos TENS e Simulação. 
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APÊNDICE 9: Comparação do diâmetro dos vasos no tecido tendíneo 
entre os grupos estudados. 
 
 
 
Figura Apêndice 9: Gráfico de barras com a comparação do diâmetro dos 
vasos (µm) no tecido tendíneo entre os grupos TENS e Simulação. 
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APÊNDICE 10: Comparação da quantidade de mastócitos no tecido 
tendíneo entre os grupos estudados. 
 
 
 
Figura Apêndice 10: Gráfico de barras com a comparação da quantidade de 
mastócitos no tecido tendíneo entre os grupos TENS e Simulação. 
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APÊNDICE 11: Comparação das análises de birrefringêncida no 
tecido tendíneo entre os grupos estudados. 
 
 
 
Figura Apêndice 11: Gráfico de barras com a comparação das análises de 
birrefringência (nm) no tecido tendíneo entre os grupos TENS e Simulação. 
* = P ≤ 0,05 nas análises entre os grupos TENS e Simulação. 
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APÊNDICE 12: Comparação da quantidade de colágeno tipo I no 
tecido tendíneo entre os grupos estudados. 
 
 
 
Figura Apêndice 12: Gráfico de barras com a comparação da quantidade de 
colágeno tipo I (%) no tecido tendíneo entre os grupos TENS e Simulação. 
* = P ≤ 0,05 nas análises entre os grupos TENS e Simulação. 
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APÊNDICE 13: Comparação da quantidade de colágeno tipo III no 
tecido tendíneo entre os grupos estudados. 
 
 
 
Figura Apêndice 12: Gráfico de barras com a comparação da quantidade de 
colágeno tipo I (%) no tecido tendíneo entre os grupos TENS e Simulação. 
* = P ≤ 0,05 nas análises entre os grupos TENS e Simulação. 
0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
7 dias 14 dias 21 dias 
C
o
lá
g
en
o
 T
ip
o
 I
II
 (
%
) 
Período de Avaliação 
TENS 
Simulação 
* 
* 
* 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXOS  
A n e x o s │ 90 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
 
ANEXO 1: Bula do anestésico cloridrato de ketamina. 
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ANEXO 2: Bula do sedativo, relaxante muscular e analgésico 
cloridrato de xilasina. 
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ANEXO 3: Informações do anticorpo utilizado para a realização da 
imunohistoquímica para colágeno tipo I. 
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ANEXO 4: Informações do anticorpo utilizado para a realização da 
imunohistoquímica para colágeno tipo III. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FONTES CONSULTADAS  
F o n t e s  C o n s u l t a d a s │ 97 
______________________________________________________________________ 
 
 
 
 
FONTES CONSULTADAS 
 
 
Houaiss A. Dicionário eletrônico Houaiss da língua portuguesa. Versão  
1.0.5a: Objetiva; 2002.  
Michaelis A. Dicionário inglês-português. 25ª ed. São Paulo:  
Melhoramentos; 1997. 
Neter J, Kutnher MH, Nachsteim CJ, WASSERMAN W. Applied Linear  
Statistical Models. 4ª ed. Michigan: Irwin, 1996. 
 
 
